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神経細胞ネットワークは、シナプスを介した情報伝達を行うことにより、脳の情報処理を実現
している。この情報伝達は、シナプス前細胞の脱分極に伴い、シナプス小胞(直径40 nm)内の神
経伝達物質が開口放出され、シナプス後細胞に取り込まれることにより行われる。本研究では、
このシナプス放出過程を単一シナプスレベルで操作し、神経伝達を可逆的に制御することを目
的として、光ピンセットを用いた新たな細胞内シナプス操作法の開発に取り組んでいる。光ピ
ンセットとは、顕微鏡下で集光した近赤外レーザーの光放射圧により微小物体を捕捉する技術
であり、細胞に対して非侵襲にアプローチする手法として、生物学の分野において幅広く利用
されている。さらに近年、ナノメートルサイズの粒子においても、複数個の粒子であればレー
ザー照射に伴い光捕捉され、集合することが見出されており、細胞内ナノ物質の集合操作への
応用が期待されている。本研究では光ピンセットによる集合操作を培養神経細胞ネットワーク
の単一シナプスに適用し、神経細胞内シナプス領域の光捕捉・集合過程の蛍光解析を行った。 
 シナプス活動依存的に取り込まれる蛍光色素FM1-43を用いて培養神経細胞のシナプス領域を
染色した。波長1064 nmの光ピンセット用レーザーをシナプス領域に集光すると、レーザー光の
集光領域においてFM色素からの二光子励起蛍光がみられ、蛍光強度はレーザー光の照射時間と
ともに増加した。この蛍光強度の増加は、照射レーザー光強度が高いほど顕著にみられ、レー
ザー光強度に対して2.3次で与えられたことから、レーザー照射に伴い細胞内シナプス小胞群が
多く捕捉され、集合することが示唆された。レーザー照射後にシナプトフィジン抗体を用いた
免疫蛍光染色を行ったところ、光捕捉された領域においてシナプトフィジンに相当する蛍光を
確認できたことから、レーザー集光領域はシナプス小胞を保持するプレシナプス領域であるこ
とを示した。次に、光捕捉された神経細胞内シナプス小胞群の運動特性を明らかにするために
蛍光相関分光測定を行った。蛍光強度の自己相関関数は、レーザー光強度が高くなる程、減衰
時間が増大する傾向がみられ、減衰時定数はレーザー照射により約2倍遅くなることを見出した。
このことは、レーザー光の集光領域内におけるシナプス小胞群の運動が、光捕捉力の増大に伴
って束縛されたと考えられる。また、レーザー照射時間が長くなるほど減衰時定数の増加が顕
著にみられ、シナプス小胞のクラスター形成が時間とともに進行し、粒子運動が遅くなると考
察した。さらに、光ピンセットによる神経シナプスの放出制御を検討するため、レーザー照射
後に高濃度KCl添加により神経細胞の脱分極を誘導し、シナプス小胞の放出刺激を試みた。レー
ザー光強度が低い場合では、高濃度KCl添加後において蛍光強度の消滅が観測され、レーザー集
光領域内のシナプス小胞の放出が誘導された。これに対し、レーザー光強度が高い場合(500 mW)
では蛍光強度の消滅がみられず、レーザーをOFFにして再度KClを添加することにより消失が認
められたことから、光ピンセットによる細胞内集合操作がシナプス小胞の放出を抑制できるこ
とを実証した。以上の結果は、光ピンセットにより神経細胞内シナプス小胞群が光捕捉され、
集合することを明示しており、神経シナプスの伝達過程制御への応用が期待される。 
 
